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INTRODUCAO

O girovirus aviario tipo 2 (AGV2) é um virus recentemente detectado e que, devido a caracteristicas
gendmicas, foi sugerido pertencer, a familia Circoviridae, género Gyrovirus. O AGV2 encontra-se
amplamente distribuido sem ter sido, até o presente momento, associado diretamente com alguma
patologia conhecida (1). Contudo, para que seja possivel avaliar o real impacto da presenca do AGV2 na
salde das aves, é necesséria a realizacdo de estudos bem como a padronizagdo de técnicas que possam
ser utilizadas para uma melhor compreensao da biologia deste virus. Dessa forma, o presente trabalho
objetivou a utilizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) e
enzimas de restricdo para obtencdo da clivagem de DNA plasmidial contendo um fragmento gendmico de
AGV2 previamente inserido através da técnica de clonagem de DNA. A clonagem € um processo pelo
qual fragmentos genémicos de interesse (insertos) séo ligados a moléculas circulares de DNA dupla fita
(plasmideos). Apos tal ligacdo a molécula recombinante (plasmideo + inserto) é inserida em um
hospedeiro vidvel (neste caso a bactéria Escherichia coli) em um procedimento denominado
transformacéo, que pode dar-se através de meios fisicos (choque térmico) ou elétricos (eletroporacéo).
ApoOs a realizagdo satisfatdria da transformacgédo, o plasmideo recombinante poderd, por exemplo, caso
seja um plasmideo construido para tal finalidade, multiplicar-se (DNA plasmidial + inserto) inUmeras vezes
de forma independente do cromossoma bacteriano. Apds, o DNA recombinante pode ser obtido através
da extracdo do DNA plasmidial seguida da identificacdo da presengca do inserto, através de
procedimentos tais como: PCR ou Clivagem com Enzimas de Restricdo. A PCR realiza detec¢do da
presenca da regido-alvo através da amplificacdo de tal DNA, utilizando-se primers e uma polimerase
recombinante (Taq DNA polimerase) que sintetiza copias do DNA alvo. Inicialmente ocorre um processo
de desnaturacdo (separacdo) das moléculas de cadeia dupla do DNA, seguido do pareamento e
anelamento dos primers com as regifes especificas do DNA alvo e, finalmente, a etapa de sintese de
DNA onde ocorre a copia do DNA em questdo (2). Ao final destas trés etapas, repetidas cerca de 30-40
vezes em um equipamento que controla o tempo e a variacdo da temperatura (termociclador), ocorre um
aumento exponencial do nimero de cdpias correspondente a sequéncia alvo. Ja a clivagem com enzima
de restricdo ira separar o inserto (DNA alvo) do DNA plasmidial. Isso ocorre como resultado do
reconhecimento seguido do corte de uma determinada regido por parte da enzima de restri¢éo.

MATERIAL E METODOS
Foram selecionadas amostras de DNA plasmidial recombinantes previamente testadas para presenca do
fragmento gendmico do AGV2. A transformacéo bacteriana (clonagem) foi realizada utilizando-se células
competentes (InvitrogenTM) de E. coli e o DNA de interesse (inserto). Apds incubacdo em banho de gelo,
foi provocado um choque térmico (42°C), para que o DNA recombinante (plasmideo + inserto) fosse
inserido nas células competentes. Em seguida, as células foram semeadas em meio de cultura sem
antibiético sob agitacédo (37°C), para que houvesse replicagdo das E. coli. Posteriormente as bactérias
foram plagueadas em meio de cultura sélido na presenca de antibiético, e mantidas em estufa (37°C) para
promocdo de crescimento de algumas colbnias isoladas, ou seja, os clones. Apds, oito clones foram
selecionados e incubados em 2 ml de meio de cultura Luria Bertani (LB) constituido de extrato de
levedura e mantidas sob agitagdo (37°C/200 rpm) por cerca de 18 horas. Subsequentemente, apés a
comprovagéo visual de crescimento bacteriano em cada tubo, as amostras foram submetidas a extracéo
do DNA plasmidial utilizando-se o kit comercial QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN®), segundo as instru¢des
do fabricante. Apds a extracédo do DNA recombinante foi realizada a detec¢éo da presenca do inserto viral
no DNA plasmidial através da execucao das técnicas de PCR e restricdo enzimatica, conforme descritas a
seguir. A PCR foi realizada sob as seguintes condi¢des: 99°C/ 1 minuto (desnaturacao inicial); 94°C/1
minuto (desnaturagéo); 62°C/ 1 minuto (anelamento); 72°C/ 1 minuto (extensédo ou sintese), seguida de
uma extensdo final (72°C/ 1 minuto), sendo que as etapas de desnaturacdo inicial e extensdo final
ocorrem uma Unica vez, enquanto que as demais etapas (desnaturagdo, anelamento e sintese) ocorreram
35 vezes. A seguir, foi realizada a clivagem enzimatica objetivando a separagdo dos fragmentos de DNA
(inserto + plasmideo), utilizando-se da enzima de restricdo BIOTEC EcoR | (Ludwig ®) (Apl), tampéo de
enzima (1pl), a&gua MiliQ (5ul) e o DNA alvo (100ng/3pul). Apés um periodo de incubagédo de 1h (37°C) as
amostras de ambas as técnicas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, que possibilita a
distribuicdo dos fragmentos genémicos em ordem decrescente de tamanho. O material foi, entdo, corado
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com Brometo de Etidio e os resultados destes procedimentos foram visualizados sob luz ultra violeta
(UV).

RESULTADO E DISCUSSOES

No presente estudo foi utilizada a técnica de PCR com a Taq DNA polimerase (Figura 1), uma enzima
termoestavel que tem a capacidade de polimerizagdo de &cidos nucléicos, sintetizando o DNA de acordo
com a regido especifica ligada pelos primers (sentido 5’-3’) (3), e a clivagem com a enzima EcoR | (Figura
2) que identifica e corta a seguinte regido do DNA: 5 AATT 3’ (3’ TTAA 5’ na fita complementar) (3). A
partir destas duas técnicas foi possivel verificar a presenca do DNA do AGV2 e o DNA plasmidial da E.
coli, sendo o DNA do plasmideo visivelmente apresentando maior peso molecular, comparado com o
inserto (AGV2).

CONCLUSOES
Conforme descrito no presente trabalho, os resultados alcangados foram satisfatorios no que diz respeito
a clonagem e detecgdo de AGV2 através das técnicas de PCR e clivagem. Estas ferramentas de
diagnostico podem entdo ser utilizadas para verificacdo da dispersdo do virus AGV2 e dessa forma,
entender melhor a ecologia destes agentes.
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Figura 1. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio visualizado & luz ultravioleta. Canaletas 1 e 12: padrao de
peso molecular 100pb (Invitrogen ®). Canaletas 2 a 9: amostra de AGV2 (aprox. 360pb). Canaleta 10: controle positivo
de AGV2 (aprox. 360pb). Canaleta 11: controle negativo.
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Figura 2. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio visualizado & luz ultravioleta. Canaletas 1 e 15: padrao de
peso molecular 1Kb (Invitrogen ®). Canaletas 2 a 9: amostras clivadas (inserto com aprox. 360pb). Canaleta 10:
controle positivo clivado (inserto com aprox.. 360pb). Canaleta 11: controle negativo. Canaleta 12 plasmideo nédo
clivado. Canaleta 13: PCR do material clonado de AGV2 (aprox. 360pb) Canaleta 14: controle negativo da PCR. *
(Plasmideo linearizado aprox. 2.500pb); # (Plasmideo relaxado aprox. 4.500pb); € (Plasmideo enrolado aprox.
6.000pb).
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